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La presente invention conceme le domaine de la therapie genique et le 
traitement des txxmeurs. L'invention conceme plus particulierement T introduction d'xin 
gene codant pour le transporteur specifique de Tiode (Na"^/!' Symporteur) NIS dans 
5 des cellules tumorales au moyen d'un vecteiir adenoviral pour favoriser T accumulation 
d'iode dans ces cellules. L'invention conceme 6galement les ad6novirus recombinants 
defectifs pour la replication comprenant le gene nis et Tutilisation de ces vecteurs dans 
une m^thode de traitement des cancers associant le transfert du gene nis dans des 
cellules tumorales et la radioth^rapie metabolique par Tiode 131. 

10 L'iode 131 est utilise depuis plus de cinquante ans dans le traitement des 

cancers differencies de la thyroYde. Son efficacite therapeutique est li6e a la dose de 
radiations delivree au tissu tumoral. Par exemple dans le cas.de metastases, une 
reponse tumorale apres traitement par Tiode 131 est observee lorsque la dose d61ivr6e 
au niveau du tissu timioral est superieure a 80 grays alors que le taux de reponse 

15 tumorale est faible ou nul pour des doses inferieures a 35 grays [Maxon , NEJM, 309 : 
937-941, 1983]. On peut gen6ralement estimer que les doses totales n^cessaires pour 
traiter ou reduire le volume d*ime tumeur varient entre 40 et 60 grays en fonction de 
leur radiosensibilite. Cette dose totale peut 6tre delivree lors de plusieurs traitement 
par riode 131, comme cela est r§alis6 lors du traitement des metastases fixantes de 

20 cancer thyroidien diff erencie. 

La dose de radiation delivree au tissu tumoral depend de deux facteurs 
biologiques : la demi-vie effective (Teff) de I'iode 131 dans le tissu tumoral et la 
concentration radioactive. 

. La demi-vie effective (Teff) de Tiode 131 dans le tissu tumoral depend 
25 de la demi-vie biologique (Twoi) et de la demi-vie physique (TphyJ selon la relation 
lyTTeff = lyTbioi+l/Tphys. La demi-vie biologique (Twoi) de I'iode 131 dans les ceUules 
fixantes depend de leur capacity d 'organification de Tiode. En I'absence 
d'organification, comme par exemple dans les cellules non thyroidiennes, la demi-vie 
biologique est breve, de quelques heures a quelques dizaines d'heures. La demie-vie 
30 physique (Tphys) de Tiode 131 est de 8.02 jours. Ainsi, au mieux, on peut estimer que la 
demi-vie effective de Tiode 131 dans un tissu tumoral est de quelques heures a 
quelques dizaines d'heiu^s. 
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- La concentration radioactive est le rapport entre la fixation globale de I'iode 
131 par le tissu tumoral et la masse de ce tissu. 

A titre d'exemple, pour une fixation d'iode de 0.1 % de I'activitg administr6e 
pour 1 g de tissu et une demie-vie effective de 1.5 jours, on peut estimer que 
1 administration de 3.7 gigabecquerel (ou 100 mCi) deHvre une une dose de 30 grays 
au tissu tumoral. 

La fixation globale d'iode 131 est un paramfitre qui depend d'une part de 
l'activit6 de I'iode 131 administr^ au patient et d'autre part, des capacity du t^ 
tumoral i concentrer I'iode 131, 

- L'activite maximale d'iode 131 pouvant etre administree k un patient est 

hmit^e par la toxicite de I'iode de I'iode 131 resultant des doses d'irradiation diUvr^ 

aux tissus sain et notamment a la moeUe osseuse. Ainsi en cas de cancer de la thyroMe 

les activites th6rapeutiques administrees. alors que les patients sont en 6tat 

d'hypothyroidie. sont en general comprises entre 3.7 et 10 GBq (100 k 300 mGi) Les 

activit6s maximales pouvant gtre administrees a des patients euthyroidiens sont plus 

elevSes car la retention de I'iode est alors deux fois inf^eure a ceUe observ^e en cas 

d'hypothyroidie). eUes atteignent des valeura comprises entre 8.5 et 22.2 GBq (500 i 
600 mCi). 

- U capacity du tissu tumoral k concentrer I'iode 131. pour une activit6 
determinee administr^ au patient, depend du niveau d'expression du symporteur de 
riode et de son activity biologique. Ceci a ete demomre par I'^tude des tissus 
thyroidiens humains normaux et pathologiques et par des 6tudes in vitro de l'activite 
du NIS. L'activite sp6cifique de I'iode 131 6tant 61ev6e. il n'a pas 6t6 observ6 de 
phenomene de saturation avec augmentation de l'activite d'iode 131 administrte. 

En raison de la limitation de l'activite maximale d'iode 131 pouvant gtre 
administree au patiem. il serait souhaitable de pouvoir accroitre la capacite du tissu 
tumoral a concentrer I'iode 131 pour augmenter la fixation globale de I'iode 131. 

n est €galement determinant que I'augmentation de la fixation de I'iode se fasse 
de maniere homogdne au niveau du tissu tumoral En effet. la fixation de I'iode dans 
un tissu fixant peut €tre tres heterogene d'une ceDule a I'autre. voire d'une zone 



tumorale a une autre. La dose d'irradiation au niveau du tissu tumoral est dSlivr^ 
essentiellement par remission p de i'iode 131. Or son parcours dans les tissus 
biologiques est au maximum de2k3 mm. De plus, autour d'une source ponctuelle, la 
dose d'irradiation diminue de maniere e?q)onentieIIe avec la distance. Ces Pigments 
renforcent Timportance d'atteindre une forte concentration radioactive au niveau des 
zones tumorales fixantes et d'autre part, la necessite d'obtenir ime fixation d'iode aussi 
homogdne que possible. 

II faut noter que la fixation de I'iode 131 par la thyroide humaine , et done son 
irradiation, peut etre facilement supprimee (fixation d'iode 131 non mesxirable) par 
Tadministration de L-triiodothyronine 1 \xg/kg/}oxxc divisee en trois prises quotidiennes 
pendant trois semaines. 

Le transporteur NIS est responsable de la concentration de I'iode circulant 
(sous forme d'iodure I ) par les thyreocytes [pour une revue voir P. Thomopoulos , 
M§decine et Science, vol 4(10), p. 825-828]. La concentration de I'iode dans ces 
cellules pr^nte les caract6ristiques suivantes : I'iode est concentre d'lm facteur 30 a 
40 fois contre tm gradient 61ectrochimique ; il requiert la presence de sodium (Na*) ; il 
s'agit d'un transport actif , il est inhibe de maniere conqjetitive par certains anions, tels 
le thiocyanate, le perchlorate, le pertechnetate. La concentration de I'iode par les 
thyreocytes est suivi de Torganification de Tiode et la synthese d'iodotyrosines et 
d'hormones thyroidiennes (thyroxine T4 et triiodothyronine T3). 

Les genes codant pour le transporteur murin [Dai et al. Nature 379 : 458 - 460 
(1996)] et le transporteur humain [Smanik P.A. et aL Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 226 : 339 - 345 (1996)] de Tiode NIS ont ete isoles. ils sont identiques a 84 
%. Le gene est localise sur le chromosome 19p dans Tespece humaine. II comporte 15 
exons separes par 14 introns. Sa transcription donne naissance a deux formes par 
epissage altematif, dont la forme longue predomine dans la thyroYde. La proteine a un 
poids moleculaire de 55 kDa, atteignant 80 kDa apres glycosylation. EUe est localise 
dans la membrane laterobasale des thyreocytes. Ses extrSmites aminoterminale et 
carboxyterminale sont intracellulaires tandis que le reste de la chauie peptidique 
comporte 13 segments transmembranaires reunis par des boucles intracellulaires et 
extracellulaires [Levy etaL, 1998, J. Biol. Chem. 273 : 22657-22663]. L'introduction 
du gene codant pour NIS dans des cellules non thyroidiennes leur confere la capacity Si 
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capter I'iode. avec les memes propri6tes que les thyreocytes. en particulier la presence 
obligatoire de sodium (Na+) et I'inhihition par les anions perchlorates. 

La transcription du g&ie nis est activee dans les thyr6ocytes par k TSH Cet 
effet est mSdie par 1' AMP cyclique. U demi-vie de la proteine. dans les thyreocytes 
munns est de 4 jours [Paire A. et aL J. Biol. Chem. 272 : 18245 - 18249 (1997)] 
Dans les tissus extrathyroidiens. I'activit^ du gene est plus faible que ceUe de la 
thyroide ft I'etat basal Ceci est waisemblablement du a la stinmlation de la 
transcription du g&ie nis dans les thyreocytes. par le facteur specifique de 
transcription TTF-l (thyroid transcription factor 1). qui pe„t se lier au promoteur du 
gene ms thyroidien. mais non i celui des autres tissus [Endo T. et aL MoL Endocrinol 
U : 1747 - 1755 (1997)]. En dehors de la thyioide. certains tissus sont capables de 
capter et de concentrer I'iode notamment les glandes saUvaires et la muqueuse 
gastrique. 

Une etude recente rapporte le transfert du gdne nis au moyen- d'un vecteur 
15 retroviral dans des cellules tumorales humaines ou murines [Mandell et al Cancer 
Research 59 : 661-668 (1999) ]. Ces resultats sont int6ressants en ce-qu'ils montrent 
qu'd est possible d'exprimer le gene nis dans des ceUules. non thyroidiennes et 
d-observer une concentration de I'iode dans des -cellules qui n'accumulent pas cet 
etement naturellement. Cependant un certain nombre de facteurs limitants restent k 
20 surmonter afin d'atteimlre un niveau de fixation de riode -su^ pour envisager une 
application fli&apeutique. 

Un premier facteur est le faible niveau d'expression du gdne nis au niveau des 
celhUes tumorales. Par exemple. dans I'^tude precitie. les rfeultats obtenus in vitro 
montrent que la concentration d'iode atteinte dans les cellules tumorales non 
25 thyroidiennes reste environ deux fois inferieure a la concentration d'iode accumulee 
dans les cellules thyroidiennes. 

De plus, compte tenu des perturbations importantes que pr6sentent les celhiles 
tumorales au niveau membranaire. il apparait difficile d'assurer l'int6gration 
fonctionnelle- d'un transporteur avec une efficaoite«eomparable.A celte^^des celhiles 
30 thyroidiexmes non tumorales. 



Un autre facteur limitant est Tabsence d'organification de Tiode au niveau des 
cellules non thyroidiennes, or cette organification de Tiode est un Element n6cessaire 
au maintient de Tiode dans les celltdes. Ainsi dans T^tude rapportte ci-dessus« il est 
observe un efflux tres rapide de Tiode accunmle in vitro (entre 30 et 60 min) pour les 
cellules non thyroidiennes. 

Enfin compte tenu de Theterogeneite des cellules tumorales et des 
modifications importantes de ces cellules au niveau membranaire, il semble difficile de 
pouvoir atteindre une repartition homogene du transporteur NIS au niveau des 
membranes des cellules tumorales. 

Ainsi aucune approche d^crite a ce jour n'a encore permis d'atteindre une 
accumulation de Tiode au niveau de tumeur non thyroidienne avec un niveau 
d'expression suffisant pour envisager Tutilisation de Tiode 131 pour le traitement des 
tumeurs non thyroidiennes. 

La presente invention presente une methode amelioree de traitement des 
tumeurs combinant la th^rapie genique et la radiotherapie a I'iode 131 

La presente invention decrit en particulier xme methode permettant 
d'augmenter Tefficacit^ de la fixation de Tiode au niveau des tumeurs non 
thyroidiennes et permettant ainsi d'appliquer aux tumeurs non thyroidiennes, les 
principes de radiotherapie developpes avec succes pour le traitement des cancers 
thyroidiens. 

La presente invention resulte de la mise en evidence que le transfert du gene 
codant pour le transporteur specifique de I'iode (NaVT Symporteur) NIS au moyen 
d'un adenovirus recombinant defectif permet d*atteindre une accumulation d'iode tchs 
importante au niveau de cellules tumorales non thyroidiennes. Dans im mode de 
realisation specifique, Tapport d'un adenovirus defectif exprimant le gene nis permet 
d'accumider I'iode a des concentrations environ cinq fois superieiu'es a ceUes 
observees dans les cellules thyroidiennes. Cette capacite surprenante des cellules 
tumorales non thyroidiennes a accumuler I'iode 125 permet d'envisager pour ce type 
de tumeurs une nouvelle approche therapeutique bas6e sur la radiotherapie 
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metabolique par I'iode 131 : approche jusqu'alors r^rvee au traitemem de certaines 
tumeurs thyroidiennes. 

L'interet majeur de la radiotherapie metabolique est de dSlivrer des doses 
d'uradiation importantes aux tissus fixants I'isotope radbactif. sans irradier 
5 significativementles tissus environnants. 

La d6couverte qu'il est effectivement possible de concentrer de maniere 
importante I'iode dans des cellules tumorales qui sont normalernent incapables 
d'accumuler cet 616ment permet d'envisager I'appKcation de cette methode notamment 
dans deux types d'indications : les tumeurs difficilement accessibles a la radiotherapie 
.0 exteme en raison de leur localisation. S titre d'exemple on peat citer les cancers de la 
prostate inopirables ou les tumeurs intrac6r6brales ; les tumeurs ayant d6ja 6t§ 
irradi^es et pour lesqueltes un complement de radioth&apie exteme est impossible car 
les doses maximales ont d^a 6te delivr^ : ceci conceme tou^des cancers surv«iant 
ou rechutant en zones irradites. 

II est 6galement envisageable de combiner la radiotherapie m&abolique et la 
radiotherapie exteme comme cela est realise en cas de metastases de cancer diff&encig 
de la thyroide. Cette combinaison permet- d'augmenter l-'efficacite-th&apeatique de la 
radiotherapie. sans en augmenter la toxicity. Cette combinaison parait particuK^ent 
interessante pour les tumeurs peu sensibles a la radiotherapie..Par ailleurs, eUe permet 
d'envisager I'application de cette technique a des tumeurs qui ne seraient pas 
accessibles k la radiotherapie metabolique seule. en raison de leur taille trop 
importante. 

Un premier objet de I'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
ddfectif comprenant au moins une sequence d'ADN heterologue codant pour le 
transporteur sp6cifique de I'iode (Na^/I" Symporteur) NIS. ou un de ses derives. 

Au sens de la prfesente invention on entend par "di^v&^du transporteur 
sp^cifique de I'iode (Na*/!' Symporteur) NIS tout analogue, fragmenf^u^ forme mut6e 
qui est d6rive-du potypeptdde-^NIS et qui eonsepv^e une activite de .transport sp^dfique 
de I'iode. Differents derives peuvent exister a I'etat natureL Ces d6riv6s peuvent Stre 
des variations alleKques caracterisees par des differences dans la sequence 
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nucltotidique des genes de structure codant pour le NIS ou peuvent r§sulter d'un 
6pissage di£f§rentiel ou de modifications post-traductionneUe. Ces d&iv^s peuvent gtre 
obtenus par substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs r6sidus 
acides amines. Ces modifications peuvent gtre r6alis6es par toutes techniques connues 
de I'homme du metier. Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus 
grande affinit6 pour leurs substrats. des sequences permettant une ejcpression 
am^lioree in vivo, des molecules pr6sentant une plus grande resistance aux prot6ases, 
des molecules ayant une efficacite Kologique plus grande ou des effets secondaires 
moindres, ou ^ventueUement de nouveUes propri6t6s biologiques. D'autres d6riv6s 
utilisables dans le cadre de I'invention sont notamment les molecules dans lesquelles un 
ou plusieurs residus ont 6t6 substitues, les derives obtenus par d616tion de regions 
n'intervenant pas ou peu dans I'interaction avec les sites de liaison consider^ ou 
exprimant une activitd indesirable, et les d&ives comportant par rapport a la s^uence 
native des residus supplementaires, tels que par exemple un signal de secretion et/ou 
un peptide de jonction. 

Le transporteur specifique de I'iode (Na*/I- Symporteur) NIS ou son derive, 
produit dans le cadre de la presente invention peut etre un ADNc. un ADN genomique 
(ADNg), ou une construction hybride consistant par exemple en un ADNc dans lequel 
seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut ^galement s'agir de sequences 
synth6tiques ou semi-synthetiques. De maniere avantageuse, on utilise un ADNc ou un 
ADNg. En particulier, I'utilisation d'un ADNg peut permettre une meilleure expression 
dans les cellules humaines. 

Selon un mode prefere de I'invention. il s*agit d'une sequence d'ADNc codant 
pour le transporteur sp&ifique de I'iode (Na7r Symporteur) NIS d'origine humaine. 

Les adenovirus utilise dans le cadre de la presente invention sont des 
adenovirus recombinants, c'est a dire comprenant xme sequence d'ADN heterologue. 
Avantageusement, il s'agit d'adenovirus recombinant defectifs, c'est a dire incapable 
de replication autonome dans les cellules cibles. 

Pour la construction des adenovirus selon I'invention, differents serotypes 
peuvent etre utilises. II existe en effet de nombreux serotypes, dont la structure et les 
proprietes varient quelque peu, mais qui preswitent une organisation g^n^tique 
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comparable. Plus particulierement. les adenovirus recombinants peuvent fitre d'origine 
humaine ou animale. Concemant les adenovirus d'origine humaine. on peut citer 
pr6ferentieUement ceux classes dans le groupe C. en particuKer les ad&iovirus de type 
2 (Ad2). 5 (Ad5). 7 (Ad7) ou 12 (Adl2). Parmi les differents ad&iovirus d'origine 
animale. on peut citer preferentieUement les ad&iovirus d'origine canine, et notamment 
toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par example] . D'autres adenovirus d'origine animale sont citfe notamment dans la 
demande W094/26914 incorpor^e k la pr&ente par r6f«ence. 

Le genome des adenovirus comprend notamment une sequence inversfe 
repetee (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi). des g^nes 
precoces et des gdnes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El, E2. E3 et E4. Parmi ceux-ci. les genes contenus- dans la region El 
notammem sont necessaires a la propagation virale. Les principaux genes tardifs sont 
contenus dans les regions LI a L5. Le genome de I'adenovirus Ad5 a ete entierement 
.5 sequence et est accessftle sur base de donnees (voir notamment Genbank M73260). 
De mSme des parties, voire la totaUte d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7. Adl2. 
etc) ont egalement ete sequenc6es. 

Comme indique ci-avant. les adenovirus selon I'invention sont defectifs et sont 
done incapables de se repliquer de fa^on autonome dans la ceUule cible. A cet effet. 
differentes constructions derivees des adenovirus ont ete preparees. incorpotant 
differents genes therapeutiques. Dans chacune de ces constructions. Fadenovirus a ete 
modifie de maniere a le rendre incapable de i^pKcation dans la ceflule infectee. Ainsi. 
les constructions decrites dans I'art anterieur sont des adenovirus deletes de la region 
El. essentieUe a la repUcation virale. au niveau de laquelle sont ins&ees les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al.. Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury et aL. 
Gene 50 (1986) 161). Par ailleurs. pour ameUorer les proprietes du vecteur. il a ete 
propose de creer d'autres deletions ou modifications dans le genome de i'adenovirus. 
Ainsi. une mutation ponctueUe thermosensible a ete introduite dans le mutant tsl25. 
permettant d'inactiver la proteine de 72kDa de liaison I'ADN (DBP) (Van der VKet 
et al.. J. Virol.. 1975. 15(2) 348-354). D'autres veoteurs compfennenWine deletion 
d'une autre region essentieUe a la repUcation et/ou a la propagation virale. la region 
E4. U region E4 est en effet impUquee dans la regulation de I'expression des genes 



tardifs, dans la stabflite des ARN nucleaires tardife, dans rextinction de I'expression des 
proteines de la cellule hote et dans I'efficacite de la repUcation de I'ADN viraL Des 
vecteurs adenoviraux dans lesquels les regions El et E4 sont d^l^tees possddent done 
un bruit de fond de transcription et une expression de genes viraux tr& rfiduits. De tels 
vecteurs ont 6te d^crits pas exemple dans les demandes W094y28152, WO95/02697, 
W096/22378. En outre, des vecteurs portant une modification au niveau du gdne 
IVa2 ont egalement 6t§ decrits (WO96A0088). 

Dans un mode pref(§r6 de mise en oeuvre de I'invention, I'adenovirus 
recombinant est un adenovirus humain du groupe C. De maniere plus pr6f6rentielle, il 
s'agit d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

Avantageusement. I'adenovirus recombinant utilise dans le cadre de I'invention 
comprend une delation dans la region El de son genome. Encore plus 
particuUerement, il comprend une d^tetion des r§gions Ela et Elb. A titre d'exemple. 
on peut citer des delations affectant les nucleotides 454-3328 , 386-3446 , 459-3510 
ou 357-4020 (par r§f6rence au g6nome de rAd5). 

Selon une autre variante, Tadenovirus recombinant utilise dans le cadre de 
I'invention est dgfectif pour tout ou partie des regions El et E3 au moins. 

Selon une autre variante, I'ad&iovirus recombinant utilis6 dans le cadre de 
I'invention comprend outre une deletion dans la region El, une d616tion affectant tout 
ou partie de la region E4 de son genome. Plus particuHerement. la delation dans la 
region E4 affecte I'ensemble des phases ouvertes. On peut citer h titre d'exemple precis 
les delations 33466-35535 ou 33093-35535 ou une partie seulement de la region E4 
(ORF6 ou ORF3 par exemple), comme decrit dans les demandes WO95/02697 et 
W096/22378, incorporees a la presente par reference. 

II peut s'agir par exemple d'adenovirus recombinants dits de 3*"* generation, 
c'est a dire defectifs pour les regions El et E4, en tout ou partie. et eventuellement 
pour la region E3. Des variantes particulieres de I'invention sont constituees par 
I'utilisation d'adenovirus portant des deletions affectant tout ou une partie des regions 
fonctionnelles suivantes : 



- El, E4 et E3 , 
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- El. E4 et E2 . 

- El, E4, E2 et E3 . 

- les regions ci-dessus ainsi que tout ou partie des genes codant pour les 
fonctions tardives de I'adenovirus (LI a L5). ou encore, 

- I'ensemble des regions virales codantes. 

Concemant les adenovirus depourvus en plus des fonctions tardives (vecteur 
"minimum") ou de I'ensemble des regions codantes (vecteur "gutless"), leur 
construction a 6te decrite par exemple par Parks et al. PNAS 93 (1996) p. 13565 et 
Ueber et al., J. Virol. 70 (1996) p. 8944. 

La cassette d'expression contenant Tacide nucl6ique codant pour le 
transporteur de I'iode (NIS) peut etre inseree en differents sites du genome 
recombinant. EUe peut §tre inseree au niveau de la region El. E3 ou E4. en 
remplacement des sequences d616tees ou en surplus. Elle peut egalement dtre insk^ 
en tout autre site, en dehors des sequences necessaires en cis i la production des virus 
(sequences ITR et sequence d'encapsidation). 

Au sens de la pr^sente invention on entend par. "cassette d'expression" d'un 
acide nucleique. un fragment d'ADN qui peut gtre insere dans un vecteur S des sites de 
restrictions specifiques ; le fragment d'ADN comprend. outre la s6quence 
nucleotidique codant pour un ARN ou un polypeptide d'int^ret. les sequences 
necessaires a I'expression (enhanceur(s) . promoteur(s). s^uence de polyadenylation 
...) de ladite sequence d'intergt. Le fragment d'ADN et les sites de restriction sont 
consus pour assurer une insertion dudit fragment dans un cadre de lecture appropri6 
pour la transcription et/ou la traduction. 

Les adenovirus recombinants sont produits dans une Hgnee d'encapsidation, 
c'est-a-dire une Kgnee de ceUules capables de complementer en trans une ou plusieur^ 
des fonctions d^ficientes dans le genome adenoviral recombinant. Parmi les lignees 
d'encapsidation connues par lliomme du metier, on peut citer par exemple la Ugnee 
293 dans laquelle une partie du genome de I'adenovirus a ete integree. Phis 
pr&is^ment. la lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires humaines de rein 
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contenant rextremite gauche (environ 11-12 %) du g&iome de I'ad&iovinis serotype 5 
(Ad5). comprenant I'lTR gauche, la region d'encapsklation. la region El. incluant Ela 
et Elb, la region codant pour la proteine pIX et une partie de la region codant pour la 
proteine pIVa2. Cette Kgnee est capable de trans-compl&nenter des ad&iovirus 
recombinants d6fectifs pour la region El, c'est-S-dire depourvus de tout ou partie de la 
region El. et de produire des stocks viraux ayant des litres 6tev6s. Cette Kgnfe est 
§galement capable de produire, & temperature permissive (32*C), des stocks de virus 
comportant en outre la mutatfcin E2 thermosensible. D'autres Kgn^es celhilaires 
capables de complementer la region El ont 6te decrites, bas6es notamment sur des 
cellules de carcinome de poumon humain A549 (W094/28152) ou sur des 
retinoblastes humains (Hum. Gen. Then (1996).215). Par affleurs, des Ugnees capables 
de trans-compl6menter phisieurs fonctions de I'ad&iovirus ont 6galement et€ d6crites. 
En particulier, on peut citer des Ugnees complementant les regions El et E4 (Yeh et 
al, J. Virol. Vol. 70 (1996) pp 559-565; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 ; Krougliak 
et al.. Hum. Gen. Then 6 (1995) 1575) et des Ugnees comptementant les regions El et 
E2 (W094/28152, WO95/02697, WO95/27071) ou des Ugn€es derivees de cefles-ci 
utiUsables pour produire des adenovirus minimum, en particuUer parce qu'elles 
expriment en outre une activity de recombinase site sp^cifique in^Uqu6e dans la 
construction de tels virus. 

Les adenovirus recombinants peuvent egalement 6tre modifies dans la structure de la 
capside pour augmenter I'efficacite d'infection au niveau de la tumeur. Par exemple la 
capside peut contenir un ligand de uPAR ou un motif RGD qui permet le ciblage de 
I'adenovirus vers les ceUules turaorales. Le ligand derive de uPAR est 
avantageusement une sequence choisie parmi les sequences 
LNGGTCVSNKYFSNIHWCN ; LNGGTAVSNKYFSNIHWCN ; 

AEPMPHSLNFSQYLWT ; RGHSRGRNQNSR et NQNSRRPSRA. 

Selon une autre variante. la sequence de ciblage est choisie paraii les sequences suivantes : 
gly-ser-LNGGTCVSNKYFSNIHWCN-gly-ser ; 
gly- ser-LNGGTAVSNKYFSNIHWCN-gly-ser ; 
gly-ser-AEFMFHSLNFSQYLWT-gly-ser ; 
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gly-ser-RGHSRGRNQNSR.gly-ser ; 
gly-ser-NQNSRRPSRA-gly-ser ; 
gly-ser-CDCRGDCFC-gly-ser ; 
gly-ser-DCRGDCF-gly-ser ; et 
5 gly-ser-KKKKKKK-gly-ser. 

gly-ser-ser-LNGGTCVSNKYFSNIHWCN-gly-ser-ser; 
g]y-ser-ser-LNGGTAVSNKYFSNIHWCN-gly-ser-ser: 
gly-ser-ser-AEPMPHSLNFSQYLWT-gly-ser-ser ; 
gly-ser-ser-RGHSRGRNQNSR-gly-ser-ser ; 
) gly-ser-ser-NQNSRRPSRA-gly-ser-ser; 
gly-ser-ser-CDCRGDCFG-gl3fes.er,seF5. 
gly-sef-ser-DCRGDCF-gly*ser-ser ; et 
gly-ser-ser-KKKKKKK-gly-ser-ser. 



Les sequences de ciblage peuvent etre inseries dans la prot6ine de I'hexon ou 
dans la proteine de la fibre. De preference les sequences de ciblages sont insert au 
mveau de deletion de la protiine de la fibre ou de I'hexon. La sequence poljpeptidique 
de I'hexon est avantageusement delette de 13 amino acides correspondant aux 
positions 279 a 292 de la sequence polypeptidique de I'hexon de Ad 5. La sequence 
polypeptidique de la fibre est avantageusement delet^e de 11 amino acides 
correspondant aux positions 539 a 547 de la sequence polypeptidique de la fibre (HI 
Loop) de Ad 5. 

Les adenovirus recombinants sont habitueUement produits par introduction de 
I'ADN viral dans la lign^ d'encapsidation. suivie d'une lyse des cellules apr^ environ 2 
ou 3 jours (la cin^tique du cycle adenovird 6tant de 24 a 36 heures). Poiif la mise en 
oeuvre du proced6. I'ADN viral introduit peut gtre le genome viral recombinant 
complet. eventueUemem construit dans une bacterie (WO96/25506) ou dans une 
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levure (WO95/03400), infect^ dans les cellules. II peut 6galement s'agir d*un virus 
recombinant utilise pour infecter la lignee d'encapsidation. L'ADN viral peut aussi €tre 
introduit sous forme de fragments portant chacun une partie du genome viral 
recombinant et une zone d'homologie permettant, aprds introduction dans la cellule 
5 d*encapsidation* de reconstituer le genome viral recombinant par recombinaison 
homologue entre les diff^rents fragments. 

Apres la lyse des cellules, les particules virales recombinantes peuvent etre 
isolees par toute technique connue telle que la centrifugation en gradient de chlorure 
de cesium ou la chromatographie. Une methode alternative a ete decrite dans la 
10 demande WO98/00528 incorporee a la presente par reference. 

Sequences de regulation de I'expression. Le gene codant pour pour le 
transporteur specifique de Tiode (NaTT Synqxjrteur, NIS) peut Stre plac6 sous le 
contrdle de toute sequence r6gulatrice de Texpression telle que par exemple un 
promoteur ou un promoteur /enhancer, f onctionnelle et permettant re3q>ression dans 
15 les cellules hotes tumorales. 

Les sequences regulatrices de T expression peuvent comprendre, outre la 
region promotrice, une region situee en 3' du gene codant pour pour le transporteitf 
specifique de Tiode et qui foumit im signal de fin de transcription et vn site de 
polyadenylation. L'ensemble de ces elements constitue une cassette d'expression. 

20 Le promoteur peut etre constitutif ou regulable (inductible), II peut s*agir du 

propre promoteur du gene. II peut egalement s'agir de sequences d'origine diff6rente 
(responsables de Texpression d'autres proteines, ou m§me d'un promoteur 
synthetique). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de gSnes eucaryotes 
ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la 

25 ceUule que Ton desire transfecter. De meme, il peut s*agir de sequences promotrices 
issues du genome d'un virus, y compris du virus utilise. A cet egard, on peut citer par 
exemple les promoteurs El A, MLP, CMV, LTR-RSV. MT-1, SV40 etc. 
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En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de 
sequences d'activation, de regulation, permettant une expression tissu-specifique ou 
predominante dans certains tissus (promoteur enolase, GFAP, etc.). II peut en effet 
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etre particulierement interessant d'utaiser des sicnauv h'. 

> Panni les promoteurs utflisables dans le cadr*. h« I'v, 

(recapteurs de. l»rmones a&oStes. rtcepteur de Tacide rttooibue. etc) ou » 
.^.uence. p„,„.«ees issues d„ ^ V^,^ZZ du 

US 5 ™ '"'"'^ on. d^c* d»s WO96/01313. US 5.I68.L e, 
US 5.385.839 mcoqx:rts » la prtsmte par rtf&eroe. 

dter nl™* ""^^^ pour la mise e„ ceuvre de rtavemion on peu. 

TsC^Zl ^alovl™ ,CMV), la r.gi„„ pr„^ ^ 

22.787-797). le pronwteur de la thymidine kinase-du viras^ Fhemes-fW,™- 1, , 
1981. Prec. Natl Aoad. Sd USA 7Rl^l , '"''^ '^'SW « '»'•. 

£Sne de la ™ft»iwv 1 78.1441-1445). les s^„e«:.s rSguIatifces du 

gene de la n«alto,tao.»u,e (Brinster « 1982. Nature 296:39-42); les pmrnoteuts 
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d'origine procaryotes coirnne le promoteur de la |3-lactamase (Villa-Kamaroff. et aL. 
1978, Proc. NatL Acad. ScL U.S.A. 75:3727-3731). ou le promoteur tac (DeBoer. et 
aL, 1983. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:21-25); voir egalement "Useful proteins 
from recombinant bacteria" in Scientific American. 1980. 242:74-94; les promoteurs 
de levures tels que les promoteurs GaM. ADC (alcool deshydrogenase). PGK 
(phosphoglyc&ol kinase), phosphatase alkaline ; et les sequences de regulation 
transcriptionnelle d'origine animale qui presement une sp&ificite de tissus et qui sont 
utilises pour les animaux transg&iiques : les sequences de regulation du gene de 
reiastase I qui sont actives dans les cellules des acini du pancreas (Swift . 1984. Cell 
38:639-646; Omitz et aL. 1986, Coki Spring Harbor Symp. Quant. BioL 50:399-409; 
MacDonaW. 1987. Hepatology 7:425-515) ; Jes sequences de rSgulatfon du g^ 
I'insuline qui sont actives dans les ceUules beta du pancreas (Hanahan. 1985. Nature 
315:115-122). les sequences de regulation de I'expression des immunoglobulines qui 
sont actives dans les ceUules lymphoides (Grosschedl et aL. 1984, Cefl 38:647-658; 
Adames et aL. 1985, Nature 318:533-538; Alexander et aL. 1987. MoL CelL BioL 
7:1436-1444). la sequence de regulation du virus des tumeuis mammaires de souris 
qui est active dans les ceflules des testicules. du sein, les lymphocytes et les mastocytes 
(Leder et aL. 1986. Cell 45:485-495). la sequence de regulation du gSne PSA qui est 
active dans les tumeurs prostatiques. la sequence de regulation du gdne de I'albumine 
qui est active dans le foie (Pinkert et aL. 1987. Genes and DeveL 1:268-276). la 
sequence de regulation du gene de I'alpha-foetoproteine qui est active dans le foie 
(Krumlauf et aL. 1985. MoL CelL BioL 5:1639-1648; Hammer et aL. 1987. Science 
235:53-58), la sequence de regulation du gene de I'alpha 1-antitrypsine qui est active 
dans le foie (Kelsey et al.. 1987. Genes and DeveL 1:161-171). ). la sequence de 
regulation du gene de la |3-globine qui est active dans les cellules myeioides (Mogram 
et aL. 1985. Nature 315:338-340; Kollias et aL. 1986. Cell 46:89-94). la sequence de 
regulation du gene de la myeline basique qui est active dans les oligodendrocytes dans 
le cerveau (Readhead et aL, 1987. CeU 48:703-712). ). la sequence de regulation du 
gene de la chaine legdre 2 de la nq^osine qui est active dans le muscle squelettique 
(Sani, 1985. Nature 314:283-286). et la sequence de regulation du gSne de I'hormone 
de Uberation des gonadotrophines qui est active au niveau de I'hypothalamus (Mason 
etaL. 1986, Science 234:1372-1378). 
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Dans im mode particulier de rialisation de I'inventioii. on utilise un 
adenovirus recombinant d^fectif comprenant un g^ne codant pour le transporteur 
specifique de I'iode W/I" Symporteur) NTS sous le contreie d'un promoteur viral 
choisi de preference parnii le LTR-RSV ou le promoteur pr6coce du CM V. 

5 D est ^galement possible d'associer I'introduction du gene NIS avec le vecteur 

selon rinvention a I'introduction d'un systeme biologique permettant I'augmentation 
de la demi-vie biologique de I'iode 131 (systeme d 'organification de I'iode tel que par 
exemple I'introduction d'un systeme peroxydasique dans les cellules tumorales • 
glucose oxidase) . Ce systeme peut etre administre en utilisant le mgme vecteur ou un 
10 vecteur separe. 

II est en outre possible d'associer I'introduction du gdne NIS avec le vecteur 
selon I'invention i I'administration d'un systeme permettant un ralentissement de 
I'efflux de de I'iode par un agent pharmacologique (par exemple? tin sel de Ulhium). 

Selon une autre variante. il est egalement envisageable d'associer I'introduction 
du gdne-NIS-avec d'autres genes d'int^rgt therapeutique pour le traitement des 
cancers. II peut s'agir d'un gene suicide tel que le gene de la thymidine kinase de 
raerp^s ou le gene de.la cytosine deaminase. II peut slagir.de-gdnes^codant pour des 
proteines induisam I'apoptose comme p53. Bax. BclX-s. Bad ou tout autre 
antagoniste de BcI2 et de BclX-1. II peut s'agir de genes codant,jx>ur des variants de 
ces proteines presentant des propri6t6s am^Uorees comme un variant de p53 (CTS-l 
WO97/04092). II peut s'agir egalement de genes codant pour des facteur^ 
angiog6niques tels que notamment le Ugand de Tie-1 et de Tie-2. I'angiostatine 
I'endostatine. le facteur ATF. les derives du plasminog^ne. Fendotheline. lej 
thrombospondines 1 et 2. le PF-4. 1'interferon a ou |3. Finterleukine 12, le TNFa le 
rScepteur de I'urokinase. fltl. KDR. PAIl. PAI2. TIMPl. le fragment prolactine' II 
peut s'agir Egalement de genes codant pour des proteines capables d'induire une 
mmiunite antitumorale ou stimuler la reponse immunitaire (IL2. GM-CSF. IL12. etc.) 
Parmi les gdnes codant pour des proteines d'interet therapeutique dans le traitemeni 
des caneers. il est 6galement important de souHgner les^-anticorps^ les fragments 
variables d'anticorps simple chaihe (ScFv) ou tout autre fragment d'anticorps 
possedant des capacites de recomiaissance pour une utilisation en immunotherapie 
pour le traitement des tumeurs : anticcaps anti-RAS (W09429446). 
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Feuille a^^^ rsctificatioii 
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De maniere avantageuse, fl peut s'agir d'un gene dont Texpression entraihe une 
radiosensibilisation des cellules tumprale comme le gene p53. 

L'administration de ces genes ou de la combinaison de detix ou plusieurs de 
ces genes d'interet therapeutique precites peut etre realisee par introduction d'tm ou 
5 plusieurs de ces genes dans le vecteur adenoviral comprenant le gene codant pour le 
transporteur NIS ou dans un vecteur separe de nature virale ou non virale. 

Selon une autre variante. le vecteur selon Tinvention peut &tre administrS en 
combinaison avec un agent anticancereux tel que notanunent, le taxol» le taxotere et 
autre taxoides [tels que decrits notamment dans U.S. 4,857.653 ; US 4,814,470 ; US 
10 4.924,011 ; US 5,290,957 ; US 5.292.921 ; US 5,438,072 ; US 5.587.493 ; EP 0 253 738 ; et 
W091/17976 , WO93/00928 . WO93/00929 . et WO9601815].. ou d'autres agents 
th6rapeutiques anticancSreux tels que le cis-platine et les derivfe du platine. I'^toposide and 
etoposide phosphate, bleomycine, mitomycine C. CCNU. doxombicine, daunorubicine, 
idambicine, ifosf amide, etc. 

15 L'invention conceme egalement une composition pharmaceutique 

comprenant xm vecteur adenoviral tel que decrit ci-avant et un v6hicule 
physiologiquement acc^table. Les compositions pharmaceutiques de l'invention 
peuvent Stre formul6es en vue d'une administration intratumorale ou par voie orale, 
parenterale, intranasale, intraarterielle, intraveineuse, intratracheale etc. 

20 Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 

pharmaceutiquement acceptables pour une formxilation destinee a etre administr6e par 
voie intratimiorale. 

Les compositions selon l'invention peuvent comprendre des doses variables 
d'ad^novirus recombinant, aisement adaptables par I'homme du metier en fonction des 

25 applications envisagees et de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d*administration utilise ou encore de la duree de 1 'expression recherchSe. D'lme 
maniere generale. les virus recombinants selon l'invention sont formiiles et administr€s 
sous forme de doses comprises entre 10^ et lOl^ pfu, et de preference 10^ i lO^ 
pfu. Le terme pfu ("plaque foraiing xmit") correspond au pouvoir infectieux du virus, 

30 et est deteraiin6 par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure du nomlre 
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de plages de ceUuIes fafcc.^ ,echnKp.es <te dto«minatio„ d. a,e pft, h w 
En o,*e, tes composition, selon ri„ve„,io„ peuven, ^gal^a, con.p,e»te ua 

pene«..». <ru„ «=ide „„c.«,ue dans une caBufe. n peu, s'agir d'age^, LZl 
«^u« co™™. des Bpides ca«o„i,„es. des peptides, des po^ <P.^^ 
J»>Wysu«). des ..nopanicuies : ou d.ge.s „on virau. „o„ c«io.i,u^^ 
des Uposc^es cationi.^^. des poly..«s o„ des ™„opa«ic„les no. I^i^T^ 

™ -"^ 1« ^ni^ions selon IWtion coniprennen, 

NIS et son, fo™ulees po,«- „« administrato, i«mun>orafe. Avan,.g««„^, ^ 
composntons de rinven«on oon^ de 104 e. 10l5 e.^ ^^'o^^ 

utite noL*!r*" ' '''^ Prtparation dW n„6ic^ 

r^rL rr°"' ' ™"'°"«°" " ~ — ^ en 

po™n^„e„, ae riode (NIS) avec n„ o„ plusieurs adj„v.n« « 
pharmaceutiquement acceptablesv 

n.„,™ r * des 
n^n^feres. e. „o.an™e„. de .•hon^e. comprenan. radminisu«ion d'une <^ 

a«.ce d'un veceur adinovirus recon,«„a« d«e«if «,„^ u„ acide „1,«<^ 

codant pour letranspotteurdel'iode (MIS). 

moin, ^.'"™;^"->"« » d&igne „ne quantite sufBsame pour,*duire d'au 

mon« «™on 15 de pr*f&e„ce d'au moins 50 %, e. de p,«^ en».e d J 
% ie vohnne des .u^^, « p,^ ^ 
pow rai„^«„„ radn^tton de .'adlt^ 

comprenan. „„ ackJe m,clei,ue codan, pour, le .ransponeur .le (nb) es. 

.ssoc.eeau.ttaitemen,par,adiofterapiem«abolique4riodel35 
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L'invention conceme le traitement des tumeurs et plus partioilierenient le 
traitement des tumexirs solides, Parmi les tumeurs solides qui peuvent 6tre trait6es par 
Tobjet de rinvention on peut citer notamment les sarcomes et les carcinomes, et a titre 
d*exemple non limitatif, les fibrosarcomes, les sarcomes osteogeniques« les 
5 angiosarcomes, les endotheKosarcomes, les lymphangiosarcomes, les tiimeurs de 
Ewing, le cancer du colon, le cancer du pancreas, le cancer des ovaires, le cancer de la 
prostate, les adfenocarcinomes, les carcinomes du rein, du foie, du canal biliaire, les 
tumeur de Wilm's. le cancer du col de Tuterus, le cancer des testicules, le cancer du 
poumon, le cancer du poumon non a petite cellules, le cancer de la vessie, les 
10 carcinomes 6pitheliaux, les gliomes, les astrocytomes, les melanomes, les 
neuroblastomes et les retinoblastomes. 

L'invention conceme egalement la prevention et/ou le traitement des desordres 
proliferatifs (telles que les metaplasies et les displasies) des tissus epitheliaux tels que 
Tepithelium du col de Tuterus, de Toesophage et des poumons. A cet egard, 

15 rinvention conceme le traitement des conditions connues ou suspectees pour preceder 
una evolution vers une neoplasia ou im cancer, en particulier dans les etats ou la 
croissance de cellules non-neoplastiques telle que Thyperplasie, la metaplasie, et plus 
particulierement la displasie se produit (pour une revue de ces conditions anomiales de 
croissance, voir Robbins and Angell, 1976, Basic Pathology, 2d Ed., W.B, Saunders Co,, 

20 Philadelphia, pp. 68-79). Hyperplasia est une forme de proliferation ceUulaire controlee 
impliquant une augmentation du nombre de cellules dans un organe, sans alteration structurale 
ou fonctionnelle significative de cet organe. Par exemple, une hyperplasie de Tendometre peut 
pr6c&ler le cancer de Tendometre. La metaplasie est une forme controlee de croissance 
ceDulaire dans laquelle un type de cellule adulte ou totalement differenciee se substitue pour un 

25 autre type de cellule. La metaplasie peut se produire dans les tissus epitheliaux ou dans les 
tissus conjonctifs. La displasie est souvent un signe avant-coureur du cancer et se rencontre 
principalement au niveau de I'epithelium ; c'est la forme la plus frequente de croissance 
ceUulaire non-neoplastique, impliquant la perte de Tuniformite des cellules individueUes et la 
perte de Torientation structurelle des cellules. La displasie se produit de maniere typique 

30 lorsqu'U existe une irritation ou une inflammation chroniques, et est souvent obsenree au 
niveau du col de I'uterus, les voies respiratoires , la cavite bucale, et stir la paroie de la vessie. 
Pour une revue, voir Fishman et aL, 1985, Medicine, 2d Ed., J. B. Lippincott Co., 
Philadelphia. 
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La pr^sente invention sera d^e plus en detail k I'aide des exemples qui 
suivent qui doivent 6tre consideres comme illustratifs et non limitatife. 
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LEGENDE DES nOURES 

Figure 1 : schema du plasmide pABl. du plasmide pXL3048 et du plasmide 
pAB2. Le plasmide pXL3048 comprend I'extremit^ gauche du genome de 
I'adenovirus de type 5 (nucleotides 1-382). un polylinker comprenant trois sites 
uniques de clonage et une partie du gene pIX (nucleotides 3446-4296). Le plasmide 
pAB2 resulte du clonage du fragment SspI-EcoRV de pABl dans pXL3048 
pr§alablement linearise par EcoR V. 

Figure 2 : obtention.du plasmide pXL321 5 geneug paff«double recombinaison k 
partir des plasmides pAB2 et pXL3215 selon la m^thode d^crite .par Crouzet et al 
(PNAS' vol 94 pl4r4. 1997): Le plasmide pXL3215 contient le genome d'un 
5 adenovimis de type 5 d616te pour- la region El et E3Let contient la cassette 
d ' expression de NIST* 

Figure 3 : cinfetique d' accumulation de I'iode 125 par les cellules FrRL-5 et 
SiHa infect^es avec le vecteur Ad-NIS (multiplicite d'infection 10). Les resultats de la 
cinetique sont exprimfe en nombre de coups par minute pour 10** cellules. La 
detennination du nombre de ceUules par puits au moment du contact avec I'iode est la 
moyenne de deux mesiures. 

Figure 4 : inhfljition specifique du transport de I'iode par NIS en presence de 
perchlorate (NaCI04) 30. 300 et 3000 nM. U temps de contact des cellules avec 
I'iode 125 est de 15 minutes. 

ngure 5 : accumulation de I'iode in vivo parades tumeurs infectees avec le 
vecteur Ad-NIS. Les cellules MGF-7 (ceUuJes- tum©rales. humaines^ de cancer 
mammaire) ont ete injectees en sous-cutane chez la souris nude (5 x 10^ cellules). 
Apres 15 jours (debut d'apparitioh des tumeurs). des injections intraperitoneales 
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quotidiennes de thyroxine (2\ig/aiama3f}om) ont 6te effectuees pendant 15 jours. Le 
vecteur Ad-CMV-NIS a ensuite 6te injecte h certains animaux en intratumoral (2 x 
10' pfu/tumeur ; taiUe des tumeurs 3-6nun). Trois jours apres I'infection, 6|iCi d'*^I 
sonl injectes aux souris en intrap&iton6aL Les comptages sont effectu^s sur 10 
secondes a intervaUes de temps reguKers en plagant la sonde sur la thyroide, sur la 
tumeur, et juste a proximite de la tumeur. Les r^ultats sont ejqwimfe en nombre de 
coups detect§s (mesure sur 10 secondes) en fonction du temps. 

Figure 6 : scintigraphie d'une souris dont la tumeur a ete infectee par le vecteur 
Ad-NIS. Les cellules MCF-7 (cellules tumorales humaines, cancer mammaire) ont ete 
injectees en sous-cutane chez la souris nude (5 x 10* ceUules). Apr^s 15 jours (d6but 
d'apparition des tumeurs), des injections intraperitoneales quotidiennes de thyroxine 
(2^g/animal/gour) ont ete effectuees pendant 15 jours. Le vecteur Ad-NIS a ensuite 
et6 injects en intratumoral (2 x lO' pfu/tumeur ; taille des tumeurs 3-6mm). Trois jours 
post-infection, 50 ^iCi d'*"l sont injectes en intraperitoneal aux souris. Les comptages 
sont r6alis6s 1 heure aprds injection de I'iode. Le cKch6 est une vue ventrale de 
I'animal. 



MATERIEL ET METHODES 

Techniques g^n^rales de biologie moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, les extractions de prot^ines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
I'ethanol ou de I'isopropanol. la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de I'homme de metier et sont abondamment decrites dans la litterature 
[Maniatis T. et al.. "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.. 1982; Ausubel P.M. et al (eds). "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 
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Pour les ligations, les fragments d'ADN peuvent Stre s6par6s selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acryiamide. extraits au ph&iol ou par un 
melange phenoVcMoroforme, precipitfe i l'6thanol puis incubes en presence de I'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandatiQns du foumisseur. 

5 Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 

fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du foumisseur. La destruction des extremit6s 3' proeminentes est effectuee en presence 
de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. U destruction des extremites 5' proeminentes est effectu6e par un traitement 
10 manage par la nuclease SI. 

La mutagenSse dirigee in vitro par oHgodeoxynucltotides synth6tiques peut 
etre effectu^e selon la m6thode developpee par Taylor et aL [Nucleic Acids Res. 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit disttibue par^Amerahamv. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
15 [Polym§rase-catalyzed £hain Reaction, Saiki R.K. et al.. Science 23fi (1985) 1350- 
1354; Mullis KB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut etre 
e£fectu6e en utilisant un«."DNA thermal cycler" (Perkin ElineP< Cetus) selon les 
specifications du fabricant 

La verification des sequences nucleotidiques peut 6tre effectu6e par la mSthode 
developpee par Sanger et al. [Proc. NatL Acad. Sci. USA. 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : construction d'un adenovirus recombinant defectif 
exprimant le gene codant pour le transporteur spedfique de I'iode (Na7r 
25 Symporteur) NIS. 



Get exemple decrit la construction d'un vecteur adenoviral defectif portant le 
gene codant-^pour le transp®Fteur speeffique dewl'iode= (Nat/T Symp©Pt«^^ NIS (ref 
Genbank U60282) lie de manidre operationnelle au piomoteur CMV. 
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Le fragment comportant les nucleotides 74 a 2046 de la s^uence du gene nis 
de rat (Dai et al, 1996, Nature 379 : 458-460) a ete clon6 sous forme d*tm fragment 
Aatll-Hindlll aux sites PvuII-Hindlll du plasmide pCEP-4 (Invitrogen). Le site Aatll 
du fragment Aatll-Hindlll a prealablement ete rendu bout franc par traitemmt & la 
5 nuclease Mung Bean (Biolabs) avant insertion dans le plasmide pCEP-4. Le plasmide 
resultant est nomme pABl. 

Le plasmide pABl (figure 1) comprend le gene nis dont rexpression est placee 
sous controle de renhancer/promoteur du cytomegalovirus CMV (nucleotides -522 a 
+72) (Boshart et al. 1985, Cell, 41 : 521 - 530) et suivi du site de polyadenylation du 
virus SV40 (nucleotides 2538 a 2759 d'apres genome de SV40, Genbank locus 
SV4CG). 

L'ensemble form6 par (i) Tenhancer/promoteur du cytomegalovirus , (ii) 
TADNc du gene nis et (iii), le site de polyadenylation du virus SV40 est appele ci- 
apres la cassette d*expression de NIS. 

Le fragment SspI-EcoRV (3711 bp) du plasmide pABl comprenant la cassette 
d'expression de NIS definie ci-dessus est ensuite clone dans le vecteur navette 
pXL3048 prealablement linearise par EcoRV. Le vecteur resultant est nomme pAB2 
(figure 2). Le plasmide pXL3048 est un plasmide derive du plasmide Kan-SacB 
(Crouzet et al. PNAS vol 94 pl414-1419, 1997) comprenant Textremite gauche du 
genome de Tadenovirus de type 5 (nucleotides 1-382), im polylinker comprenant trois 
sites uniques de clonage et ime partie du gene pIX (nucleotides 3446-4296). 

L'adenovirus Ad-NIS a ete construit selon la methode decrite par Crouzet et 
at. (PNAS vol 94 pl414-1419. 1997) par recombinaison homologue entre le plasmide 
pAB2 et le plasmide pXL3215. 

25 Le plasmide pXL3215 contient le genome d'xm adenovirus contenant ime 

cassette RSV-LacZ inseree dans sa region El (AEl 386-3446) et une deletion dans la 
region E3 (AE3 28592-30470). 

Le principe de la construction est decrit dans la figure 2, Le plasmide 
pXL3215gener§ par cette double recombinaison contient le genome d'un adenovirus 
30 de type 5 delete pour la region El et E3 et contenant la cassette d'expression CMV- 
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L'adenovirus Ad-NIS est gfaw par infecUon de I'ADN de pXL3215 di«4rt 
^ <^ "ii"^ 293 (ATCC CRL-1573). Us ^ o^^nues L 

par double gradient de CsCl. 

U« par&ules virafes som er««e ufflis^es pour 4««Ue. ..expression du gtoe 
NISdaiisdrff«reiiMslign«estuiiioraIes. 

10 inf. ^'"""I' ' ' "■^'"■""■""o" PT des cdlul« tamo„u« 

10 infectees avec le vecteur Ad-NIS 

AH MT."^ d'accunmlation de I'iode dans les cellules infectees avec le vecteur 

lAicc HrB-35). des cellules tumorales nfianrimaires MCF7 (ATC HTB-22) et T 47D 

1. ™ o,."^"^^ ^ ^'^'^^^ prostatique DU-145 (ATCC 

15 HTB-81) et PC-3 (ATCC CRL.1435). 

Les ceUulessont infectees ave^le vecteur Ad-MS a unemultipHcr^ 
de 10. U capacity des ceDules a capter I'iode est testae 28 ^ 29h apr& infection selon 
la methode de Weiss al. [Endocrinology (1984) 114:1090-1098]. Les cellules 
urfectees sont lavees avec du tampon HBSS et rruses en contact pendant le temps 
20 mdxque dans la figure 3 avec 0,5ml de tampon HBSS contenant 0.1 ^Ci d'iode 125 A 
a fin du temps de contact, les ceUules sont lavees une fois avec du tampon HBSS 
froxd. puis mcubees pendant 20 min avec de I'ethanol froid. La quantite d'iode 125 
captee par les cellules est determinee par dosage de la radioactivite de I'ethanol avec 
un compteur gamma. 

25 Les resultats obtenus avec la lign^ SiHa sont pr6sent6s dans la figure 3 et 

peuvent etre compares a ceux obtenus avec les ceUules FRTL-5 (ceUules^thyroidiennes 
de rat. captant I'iode natutellement et servant de controle).. 

L'inhibition specifique du transport de I'iode par NIS a ete testee en presence 
de perchlorate. Le NaCIO. est ajoute dans le tampon HBSS contenant I'iode 125 de 
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fagon k obtenir des concentrations finales de 30, 300 et 3000 ^iM. Le temps de contact 
des cellules avec I'iode 125 est de 15 minutes. Les resultats sont pr6sent& dans la 
figure 4. Les r&ultats sont exprimes en nombre de coups pour un meme nomhre de 
cellules. 

Les cellules FRTL-5 (controle positif) fixent une certaine quantitS d'iode, et on 
observe que ce phenomene est tres rapide (maximum presque atteint aprds 15 min de 
contact) • Les rfeultats obtenus montrent que les cellules SiHa (cellules 6pitheliales 
humaines, tumorales) non infectees ne captent pas d'iode. De maniere surprenante, on 
observe que les cellules SiHa infectees avec le vecteur Ad-NIS captent jusqu'a 5 fois 
plus d'iode que les cellules FRTL-5. On remarque egalement que la cinetique initiale 
du phenomene est comparable a celle observee pour les celliiles FRTL-5. La sp6cificite 
du transfert a ete confirmee par infection avec un adenovirus controle ne comportant 
pas le gene nis (resultat non presente). 

Les rfesultats des experiences d'inhibition (figure 4) montrent que la fixation 
d'iode dans les ceUules FRTL-5 est inhibee a plus de 90% a partir d'une concentration 
en NaCI04 de 30^M (93% pour 30 ^M. 95% aux concentrations superieures). II est 
interessant de noter que, par contre, pour les cellules SiHa infectees par Ad-NIS. la 
concentration en inhibiteur necessaire pour obtenir le m§me taux d^inhihition est 
beaucoup plus elevee (40% d'inhibition seulement pour SOyCM en NaCI04, 92% 
d'inhibition pour 300nM en NaCIO^ et 98% pour 3 mM en NaCI04). 

L'experience d'inhibition permet de conclure que la capacite des cellules SiHa 
infectees par Ad-NIS a capter I'iode est bien due a I'expression de NIS dans ces 
cellules, puisque le phenomene est inhibe par NaCIOa qui est un inhibiteur competitif 
et specifique du transport des ions iodures par NIS. Des resultats similaires ont etes 
obtenus pour d'autres lignees cellulaires tumorales humaines (cellules ttimorales 
mammaires : MCF-7 et T47-D, et cellules tumorales d'origine prostatique : DU-145 et 
PC-3). 

Les resultats concemant Tinhibition par NaCI04 confirment egalement que 
I'infection de cellules tumorales par Ad-NIS conduit a un niveau d'ejqpression de NIS 
particulierement elev6, puisque des concentrations 61evees en NaCI04 sont requises 
pour inhiber le ph6nomene (dans le cas des cellules SiHa, et par rapport aux cellules 
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FRTL-5. une concentration en inhibiteur 10 fois sup6rieure est requise pour obtenir un 
m§me taux d'inhihitiQn). 

L'ensemble de ces r6sultats demontre que le vecteur adenoviral est un vecteur 
particuUerement avantageux pour le transfert du gdne nis et que I'utilisation d'un tel 
vecteur permet d'atteindre un niveau d'accumulation de I'iode dans des cellules 
tumorales non thyroidiennes de I'ordre de 5 fois sup&ieur k cehii observe pour les 
cellules captant naturellement I'iode 125. 



Exemple 3 : accumulation de I'iode in vivo par des tumeure infectSes par 
10 le vecteur Ad-NIS 

Des ceUules MCF-7 (ceUules tumorales humaines de cancer mammaire) ont §t6 
injectSes en sous-cutan6 chez la souris nude (5 x 10« ceUules). Apres 15 jours (debut 
d'apparition des tumeurs). des injections intraperitoneales quotidiennes de thyroxine 
(2^g/animaV5our) ont ete effectu6es pendant 15 jours, de fa^on a mettre la thyroide 
des animaux au repos. Le vecteur Ad-NIS a ensuite ete inject^ a certains animaux en 
intratumoral (2 x 10» pfuAumeur) ; le diametre des tumeurs au moment de l'injection 
etait de 3 a 6 mm. Trois jours apres I'infection, 6 nCi d'^^I ont €t€ inject^s en 
intraperitoneal aux souris. et des comptages sur 10 secondes ont ete effectues i I'aide 
d'une sonde pouvant fitre deplacee a differents endroits de I'animaL Des comptages 
ont 6t6 effectufe k inlervalles de temps reguliers en pla?ant la sonde sur la thyroide. 
sur la tumeur. et juste k proxinrite de la tumeur. Les resultats sont pr6sentes sur la 
figure 5. Les resultats sont exprimes en nombre de coups detectes (mesure sur 10 
secondes) en f onction du temps. 

Dans les animaux contrdles (sans administration de Ad-NIS). la thyroide fixe 
une petite quantite d'iode. mais grSce au traitemeni par la thyroxine, on n'observe pas 
d'accumulation importante de I'iode dans la thyroide au cours du temps. On n'observe 
pas de fixation d'iode dans la tumeur dans les animaux contr61es (voir figure 5A). Le 
fait que NIS soit natureUement pr6sent dans I'estomac. ainsi que le fait que I'iode soit 
elimine par voie urinaire expUquent les valeurs relativement eiev^es observ6es (bruit de 
fond relativement important). 
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Les animaux traites avec Ad-NIS administre en intratumoral (figure 5B) ne 
presenlent pas d'accumulation importante d'iode au niveau de la thyroide (effet du 
traitement par la thyroxine). Sur ces animaux, les quantitSs d'iode detectfes en plagant 
la sonde sur la tumeur sont systWiquement plus elev6es que les quantity d'iode 
d6tectees k proximity de la tumeur. ce qui indique qu'il y a Wen fixation de I'iode dans 
la tumeur aprSs traitement par le vecteur Ad-NIS. 

Afin de confirmer la fixation de I'iode au niveau des tumeurs. des mesures de 
radioactivite par scintigraphie ont ete realisees sur les animaux trait6s par le vecteur 
Ad-NIS. Les r6sultats obtenus sont presemes sur la figure 6. Les animaux utilises ont 
6te prepares selon le protocole decrit ci-dessus. sauf que 50 [iCi d'^^I ont €te inject6s 
en intrap6riton6al ; I'image a ete obtenue une heure aptes injection de I'iode. 

Le clich6 est une vue ventrale de I'animal. Quatre zones de fixation de I'iode 
sont visibles : la thyroide, la vessie (voie d'61imination de I'iode). I'estomac (dans 
lequel NIS est exprime naturellement). et la tumeur. Ces resultats de scintigraphie 
conf irment les resultats pr6c§dents obtenus par comptage et montrent que les vecteurs 
selon I'invention permettent d'obtenir une fixation importante de I'iode au niveau des 
tumeurs. 
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REVENDICATTONS 

1. Adenovirus recombinant defectif caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins 
une sequence d'ADN codant pour le transporteur specifique de I'iode (NaTT 
Symporteur) NK ou un derive de celiii-ci. 

2. Adenovirus sdon la revendication 1 caract6ris6 en ce que la sequence 
d'ADNest une s^uaice d'ADNc. 

3. Adenovirus salon la revendication 1 caract6rise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

4. Adenovirus selon I'une des revendications 1 i 3 caract6ris6 en ce que la 
sequence d'ADN code pour le transporteur specifique de I'iode <NaVr Symporteur) 
NIS murin. 

5. Adenovirus selon I'une des revendications 1 k 3 caiact6ris6 en ce que la 
sequence d'ADN code pour le transporteur sp6cifique de I'iode (NaTT Symporteur) 
NIShumain. 

6. Adenovirus selon Tune des revendications-"! a 5, caract6rise en ce que la 
sequence d'ADN est placee sous le controle d'un promoteur transcriptionnel 
permettaiit son expression dans les cellules tumorales. 

7. Adenovirus selon la revendication 6 caract&is6, en ce que le promoteur 
transcriptionnel est choisi parmi les promoteurs viraux, de preference parmi les 
promoteurs ElA, MLP, CMV et LTR-RSV, MT-1, SV40. 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour le transporteiir de I'iode NIS humain sous le controle du promoteur CMV. 

9. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequaice d'ADN codant 
pour le transporteur de I'iode NIS ou un derive de celui-ci sous le contrdle d'un 
promoteur permettant une expression majoritaiie dans les eellules tumocales. 

10. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 9, caracterise en 
ce que le promoteur est choisi parmi la sequence de regulation du gene de I'eiastase I , 
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du gene de rinsuline, des genes des immunoglobtdines, du virus des tumeurs 
mammaires de souris, du gene PSA, du gdne de ralpha-foetoprotSine, du gene de 
ralpha 1-antitrypsine, du gene de la p-globine. du gene de la myeline basique. du gdne 
de la chaihe legere 2 de la myosine et du gene de Fhormone de liberation des 
5 gonadotrophines. 

11. Adenovirus salon Tune des revendications 1 a 10, caracteris^ en ce qu'il 
est depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
celiiile cible, 

12. Adenovirus selon la revendication 11, caract6rise en ce qu'il comprend les 
10 ITR et une sequence permettant I'encapsidation; et dans lequel le gene El et au moins 

un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

13. Adenovirus selon la revendication 11 ou 12, caracterise en ce qu'il ce qu'il 
comprend au moins une deletion dans la region El et une deletion dans la region E3. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications 1 k 13, caracterisS en ce qu'il 
15 sagit tf un adenovirus hiimain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15. Utilisation d*un adenovirus selon I'une des revendications 1 a 16 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou & 
Tinhibition de la croissance des tumeurs. 

16. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
20 recombinants def ectifs selon I'une des revendications 1 a 14. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caracterisSe en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 ou 17, 
caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10"* et 10^^ pfu/ml, et de preference 10^ a 

25 IQII pfu/ml adenovirus recombinants def ectifs. 
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nucleotidique des genes de structure codant pour le NIS ou peuvent resulter d'un 
epissage differential ou de modifications post-traductionnelle. Ces derives peuvent 
etre obtenus par substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs 
residus acides amines. Ces modifications peuvent etre realisees par toutes techniques 
connues de ITiomme du metier. Ces derives sont notamment des molecules ayant une 
plus grande affinite^pour leurs substrats, des sequences- permettant une expression 
amelioree in vivo, des molecules presentant-une plus grande resistance aux proteases, 
des molecules ayant une eflScacite biologique plus grande ou des effets secondaires 
moindres, ou eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. D'autres derives 
utilisables dans le cadre de Tinvention sont notamment les molecules dans lesquelles 
un ou plusieurs residus ont ete substitues, les derives obtenus par deletion de regions 
n'intervenant pas ou peu dans Tinteraction avec les sites de liaison consideres ou 
exprimant une activite indesirable, et les derives comportant par rapport a la sequence 
native des residus supplementaires, tels que par exemple im signal de secretion et/ou 
un peptide de jonction. 

Le transporteur specifique de I'iode (Na*/I' Symporteur) NIS ou son derive, 
produit dans le cadre - de la presente invention peut etre un wADNc, un ADN 
genomique (ADMg), ou une eonstruction»hybride consistant par^exemple en-^un ADNc 
dans lequel seraient insere& un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de 
sequenceis:*synthetiques jou semi-syntheti1ques,:tPe^maniere avantageuse, on utilise un 
ADNc ou un ADNg.v Eri particulier, rutilisation d'uh ADNg peut«^peimettre une 
meilleure expression dans les cellules humaines. 

Selon un premier mode de realisation, il s'agit d'une sequence d'ADNe codant 
pour le transporteur speoifique de riode^(Na^/I' Sympepteut) NI§: d'origine murine 
Selon un mode prefere de Tinvention, il s'agit d'une sequence d'ADNc codant pour le 
transporteur specifique de Tiode (Na^/I" Symporteur) NIS d'origine humaine. 

Les adenovirus utilise dans le cadre de la presente invention sont des 
adenovirus recombinants, c'est a dire comprenant une sequence d'ADN heterologue. 
Avantageusement, il s*agit d'adenovirus recombinant defectifs, c'est a dire incapable 
de replication autonome dans les cellules cibles. 

Pour la constmction des adenovirus selon Tinvention, diff^rents serotypes 
peuvent etre utilises: II existe en effet de nombreux serotypesv dont la structure et les 
proprietes varientt^quelqiue peu^.»mais<f-*qui genetique 
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De maniere avantageuse, il peut s'agir d'un gene dont Texpression entrame 
une radiosensibilisation des cellules tumorale comme le gene p53. 

L' administration de ces genes on de la combinaison de deux ou plusieurs de 
ces genes d'interet therapeutique precites peut etre realisee par introduction d'un ou 
5 . plusieurs de ces genes dans le vecteur adenoviral comprenant le gene codant pour le 
transporteur NIS ou dans un vecteur separe de nature virale ou non virale. 

Selon une autre variante, le vecteur selon T invention peut etre administre en 
combinaison avec un agent anticancereux tel que notamment, le taxol, le taxotere et 
autre taxoides [tels que decrits notamment dans U.S. 4,857,653 ; US 4,814,470; US 
10 4,924,01 1 ; US 5,290,957 ; US 5,292,921 ; US 5,438,072 ; US 5,587,493 ; EP 0 253 738 ; et 
fH W091/17976 , WO93/00928 , WO93/00929 , et WO9601815], ou d'autres agents 

therapeutiques anticancereux tels que le cis-platine et les derives du platine, Tetoposide and 
etoposide phosphate, bleomycine, mitomycine C, CCNU, doxorubicine, daunorubicine, 
idarubicine, ifosfamide, etc. 

15 L'invention conceme egalement une composition pharmaceutique 

comprenant un vecteur adenoviral tel que decrit ci-avant et un vehicule 
physiologiquement acceptable. Les compositions pharmaceutiques de Tinvention sont 
de preference sous forme injectable et peuvent etre formulees en vue d'une 
administration intratumorale ou par voie orale, parenterale, intranasale, intraarterielle, 

20 intraveineuse, intratracheale etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation destinee a etre administree par 
voie intratumorale. 

Les compositions selon Tinvention peuvent comprendre des doses variables 
25 d'adenovirus recombinant, aisement adaptables par Thomme du metier en fonction 
des applications envisagees et de differents parametres, et notamment en fonction du 
mode d'administration utilise ou encore de la duree de 1 'expression recherchee. D'lme 
maniere generale, les virus recombinants selon Tinvention sont formules et 
administres sous forme de doses comprises entre et lO^^ pfii, et de preference 
30 106 a lOll pfu. Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux du virus, et est determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, 
et mesure du nombre 
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REVENDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qu'il comprend au moins una 
sequence d' ADN codantpour le transporteur specifique de Tiode (Na'TT Symporteur) NIS ou 
un derive de celui-ci. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterisS en ce que la s6quence d'ADN est 
une sequence d'ADNc. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracteris6 en ce que la sequence dADN est 
une sequence d'ADNg. 

4. Adenovirus selon Tune des revendications 1 i 3 caract6rise en ce que la sequence 
dADN code pour le transporteur specifique de 1' iode (Na*/I" Symporteur) NIS murin. 

5. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caract§rise en ce que la sequence 
d'ADN code pour le transporteur specifique de 1' iode (NaTT Symporteur) NIS humain. 

6. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 5. caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est placee sous le controle d'un promoteur transcriptionnel permettant son expression 
dans les cellules tumorales. 

7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise, en ce que le promoteur 
transcriptionnel est choisi parmi les promoteurs viraux, de preference parmi les promoteurs 
ElA, MLP, CMV et LTR-RSV, MT-l, SV40. 

8. Adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications 5 a 7, comprenant 
une sequence d'ADNc codant pour le transporteur de 1' iode NIS Inunain sous le controle du 
promoteur CMV. 

9. Adenovirus recombinant defectif selon Tune des revendications J a 6, comprenant 
une sequence d'ADN codant pour le tranqjorteur de 1' iode NIS ou un derive de celui-ci sous le 
contrdle d'un promoteur permettant tme expression majoritaire dans les cellules tumorales. 

10. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 9, caracterise en ce que le 
promoteur est choisi parmi la sequence de regulation du gene de Telastase I , du gdne de 
rinsuline, des genes des immunoglobulines, du virus des tumeurs mammaires de souris, du 
gene PSA, du gene de I'alpha-foetoproteine, du gene de Talpha l-antitrypsine, du gene de la p- 
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globine, du gene de la myeline basique, du g6ne de la chaine 16gdre 2 de la myosine et du gdne 
de rhormone de liberation des gonadotrophines. 

11. Adenovirus selon Ttine des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu*il est 
d§pourvu des regions de son genome qui sont necessaires k sa replication dans la cellule cible. 

12. Adenovirus selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il comprend les ITR et 
une sequence permettant I'encapsidation, et dans lequel le gene El et au moins xin des genes 
E2, E4, L1-L5 sont non f onctionnels. 

13. Adenovirus selon la revendication 11 ou 12, caract6ris6 en ce qu'il ce qu'il 
comprend au moins une d616tion dans la region El et une delation dans la region E3. 

14. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il sagit d'un 
adenovirus htmiain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 i 16 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinfie au traitement el/ou a TinhibitLon de la 
croissance des tumeurs. 

16. Composition pharmaceutique comprenant im ou plusieurs adenovirus 
recombinants def ectif s selon Tune des revendications 1 a 14. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caract§ris6e en ce qu'elle 
est sous forme injectable. 

18. Composition pharmaceutique selon la revmdication 16 ou 17, caracterisee en ce 
qu'elle comprend entre 10^ et 10^4 pfu, et de preference 10^ a lOH pfu adenovirus 
recombinants defectif s. 
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